







































































































































Zu	 Beginn	 der	 80-er	 Jahre	 des	 letzten	 Jahrhunderts	 zeigte	 sich	 bei	 zuvor	 gesunden	
homosexuellen	 Männern	 eine	 Anhäufung	 von	 seltenen	 Erkrankungen	 wie	 dem	 Kaposi-	
Sarkom	und	Pneumocystis-	pneumoniae	Pneumonien,	in	dessen	Zusammenhang	zum	ersten	
Mal	 das	 Immunschwächesyndrom	 (engl.	 acquired	 immunodeficiency	 syndrom,	 AIDS)	
beschrieben	wurde	[1,	2].	1983	konnte	ein	bis	dahin	unbekanntes	Virus	isoliert	werden	und	
bereits	 ein	 Jahr	 später	 ein	 Zusammenhang	 zwischen	 diesem,	 seit	 1986	 als	 Humanes	
Immundefizienzvirus	(HIV)	bezeichneten	Erreger	und	AIDS	hergestellt	werden	[3,	4].	
Mit	heute	über	37	Millionen	 Infizierten	weltweit	 [5]	hat	 sich	das	HI-	Virus	 seither	 zu	einer	






















Integrase	 (IN)	 und	 Protease	 (PR)	 und	 somit	 für	 die	 Enzyme	 der	 Virusreplikation	 und	 –
integration	 sowie	 der	 Reifung	 des	 Virus.	 Das	 Gag-	 Gen	 codiert	 Strukturproteine	 für	 das	
Kernstück	 des	 Virus	 und	 das	 Env-	 Gen	 die	 Glykoproteine	 der	 Virushülle.	 Darüber	 hinaus	

































zunächst	 in	 eine	 komplementäre	DNA	 (cDNA)	umgeschrieben.	Aufgrund	des	 Fehlens	einer	
















nicht	 aktiven	 Zellen	 zu	 etablieren,	 das	 Provirus	 bleibt	 in	 diesem	 Fall	 inaktiv,	 kann	 jedoch	
jederzeit	aktiviert	werden	 [15].	Bei	Aktivierung	der	Zelle	erfolgt	die	Produktion	der	viralen	
Proteine,	wobei	die	Promotoren	im	Bereich	der	LTRs	lokalisiert	sind.	Zur	Überführung	in	ihre	




diese	 vermehrt	 zu	 Beginn	 der	 Replikation	 produziert	 werden.	 Proteine	 der	 Strukturgene	
werden	vermehrt	im	Anschluss	produziert	und	zusammen	mit	RNA-	Transkripten,	welche	das	
neue	 Virusgenom	 darstellen,	 zu	 neuen	 Virionen	 verpackt.	 Die	 infektiösen	 Partikel	 werden	
freigesetzt	und	befallen	fortan	weitere	Zellen	[16].	













Hauptübertragungsweg	 (75%)	 stellte	 dabei	 der	 homosexuelle	 Geschlechtsverkehr	 dar.	
Weitere	Übertragungswege	waren	 zudem	 die	 Transmission	 von	Mutter	 auf	 Kind	während	
Schwangerschaft	und	Geburt	sowie	der	intravenöse	Drogenkonsum.	Sonstige	Infektionswege,	






Die	 akute	 HIV-Infektion	 ist	 in	 40-	 90%	 der	 Fälle	 symptomatisch	 und	 durch	 unspezifische,	
grippeähnliche	 Symptome	 wie	 Fieber,	 Abgeschlagenheit	 und	 Lymphadenopathie	
gekennzeichnet.	 Die	 Viruslast	 (VL)	 ist	 in	 dieser	 Phase	 extrem	hoch,	 die	 Betroffenen	 damit	
hochinfektiös.	Auch	ein	unterschiedlich	 starker	Abfall	 der	CD4+	T-Zellen	 ist	 zu	beobachten	
[19].	 Die	 akute	 Phase	 dauert	 im	 Allgemeinen	 3-4	 Monate,	 wobei	 ohne	 einen	 akuten	
Verdachtsmoment	 die	 Diagnosestellung	 häufig	 verpasst	wird	 [20].	 Im	 Anschluss	 stellt	 sich	
meist	 eine	 zeitlich	 begrenzte	 immunologische	 Kontrolle	 der	 Infektion	 ein.	 Diese	 ist	 unter	
anderem	vermittelt	durch	HIV-spezifische	CD8+	T-	Zellantworten	[21],	welche	virusinfizierte	
Zellen	abtöten	und	die	Virusreplikation	 teilweise	 supprimieren.	Damit	 kommt	es	 zu	einem	
Absinken	der	Viruslast	im	peripheren	Blut	und	zu	einer	Stabilisierung	der	CD4+	T-	Zellzahl.	Die	
VL	zu	diesem	Zeitpunkt	wird	als	„viraler	setpoint“	bezeichnet	und	besitzt	große	prädikitive	















zu	 Infektionen	 mit	 verschiedenen	 opportunistischen	 Krankheitserregern,	 welche	 für	
Immunkompetente	 in	 vielen	 Fällen	 keine	 Gefahr	 darstellen	 [27,	 28].	 Die	 Patienten	
präsentieren	sich	hierbei	zunächst	häufig	mit	oraler	Candidose	oder	Tuberkulose.	Oft	kommen	





Lymphome	 und	 das	 Kaposi-	 Sarkom	 hervorzuheben	 sind.	 Nach	 CDC-	 Klassifikation	 (engl.	
center	 for	 disease	 control)	 ist	 das	 Vollbild	 AIDS	 	 ab	 dem	 Auftreten	 AIDS-	 definierender	









Die	 RT	 ist	 zunächst	 als	 Angriffspunkt	 zu	 benennen.	 Sie	 kann	 durch	 die	 Substanzklasse	 der	
Nukleosidischen-	 Reverse-	 Transkriptase-	 Inhibitoren	 (NRTI)	 gehemmt	 werden.	 Aufgrund	
einer	Modifikation	am	3’-	Ende	der	Desoxyribose	fungieren	diese	als	fehlerhafte	Nukleoside	




lagern	 sich	 im	Gegensatz	 zu	 den	NRTIs	 am	 aktiven	 Zentrum	 des	 Enzyms	 an	 und	 hemmen	
dessen	Aktivität	auf	nicht-	kompetitive	Weise.	Zugelassene	Substanzen	sind	Efavirenz	(EFV),	
Etravirin	(ETV),	Nevirapin	(NVP)	sowie	als	neuere	Substanz	Rilpivirin	(RPV)	[32].	Medikamente	
beider	 Substanzklassen	 können	 ihre	 Wirksamkeit	 durch	 das	 Auftreten	 von	
Medikamentenresistenzmutationen	 (engl.	 drug	 resistance	mutation,	DRM)	 verlieren.	Diese	
Arbeit	 befasst	 sich	 mit	 CD8+	 T-Zellantworten	 auf	 die	 Mutationen	 K103N	 (vermittelt	 eine	
komplette	Resistenz	gegen	EFV	und	NVP),	T215Y/F	(vermittelt	eine	Resistenz	gegen	TDF,	ABC,	
ddI,	 d4T	 und	 AZT)	 und	 M41L	 (vermittelt	 eine	 Resistenz	 gegen	 AZT)	 (vgl.	 1.1.4.3).	 Die	
Mutationen	 führen	 zu	 Therapieversagen,	 woraufhin	 das	 Therapieschema	 ggf.	 mit	 einem	
Wechsel	 auf	 andere	 Substanzklassen	 geändert	 werden	 muss.	 Gelingt	 es,	 CD8+	 T-	
Zellantworten	gegen	diese	DRM	durch	eine	therapeutische	Impfung	zu	etablieren,	besteht	die	
Hoffnung,	 dass	 sich	 diese	 klinisch	 nicht	 manifestieren	 können	 und	 die	 Therapie	 mit	 den	
genannten	Substanzen	beibehalten	werden	kann.	
Als	 weitere	 Substanzklasse	 stehen	 die	 Inhibitoren	 der	 Integrase	 (INI)	 mit	 den	 Substanzen	
Raltegravir	 (RAL),	 Elvitegravir	 (EVG),	 und	 Dolutegravir	 (DTG)	 [33]	 zur	 Verfügung.	 Auch	 die	
Protease	 kann	 durch	 Medikamente	 der	 Klasse	 der	 Proteaseinhibitoren	 (PI)	 mit	 den	
Substanzen	 Atazanavir	 (ATV),	 Darunavir	 (DRV),	 Fosamprenavir	 (FPV),	 Lopinavir	 (LPV),	
Saquinavir	 (SQV)	 und	 Tipranavir	 (TPV)	 als	 Angriffspunkt	 dienen.	 Zudem	 sind	 noch	 die	





an	 diesen	 binden	 kann.	 Diese	 Substanz	 ist	 somit	 nur	 bei	 CCR5-	 tropen	 Viruspopulationen	
wirksam.	
1.1.4.2 Kombinationstherapie	
Da	 sich	 gegen	 Einzelsubstanzen	 rasch	 Resistenzen	 ausbilden	 [34,	 35],	 wird	 für	 die	 ART	
grundsätzlich	 eine	 Kombination	 von	 3	 verschiedenen	 Substanzen	 aus	 2	 verschiedenen	
Wirkstoffklassen	verwendet	[30].	Meist	sind	dies	zwei	NRTIs	und	ein	NNRTI,	ein	PI	oder	INI.	
Diese	Kombination	wird	als	„hochaktive	antiretrovirale	Therapie“	(HAART)	bezeichnet	und	ist	
regelmäßig	 und	 lebenslang	 anzuwenden.	 Pausen	 der	 Therapie	 sind	 nur	 in	 begründeten	
Einzelfällen	zu	vertreten.	Ziel	stellt	die	Absenkung	der	Viruslast	im	peripheren	Blut	bis	unter	
die	Nachweisgrenze	dar	 (<50	Kopien/	ml	Plasma).	Der	Zeitpunkt	des	Therapiebeginns	wird	
anhand	 verschiedener	 Faktoren,	wie	 der	Anzahl	 CD4+	 T-	Helferzellen,	 Viruslast	 und	 Klinik,	
festgelegt	und	muss	im	Einzelfall	individuell	abgestimmt	werden	[31].	Durch	die	rechtzeitige	
Anwendung	 der	 HAART	 kann	 eine	 Progression	 der	 Erkrankung	 und	 die	 Entwicklung	 des	
Vollbildes	 AIDS	 zuverlässig	 verhindert	 werden.	 Zudem	 geht	 die	 Therapie	 einher	mit	 einer	
kontinuierlichen	Zunahme	der	CD4+	T-	Zellen	und	die	Betroffenen	haben	eine	weitgehend	
normale	 Lebenserwartung.	 Das	 Maximalziel,	 die	 Heilung	 der	 Infektion,	 wird	 jedoch	 nicht	
erreicht	[36,	37].		
Die	Anwendung	der	einzelnen	Wirkstoffe	ist	zudem	durch	verschiedene	Faktoren	begrenzt.	
Dies	 ist	zum	Beispiel	das	Wechselwirkungs-	und	Nebenwirkungsprofil.	 	Zu	 letzterem	zählen	
das	 Lipodystrophiesyndrom	 [38]	 und	 kardiovaskuläre	 Ereignisse	 [39].	 Je	 nach	 Substanz	
werden	 auch	 weitere	 unerwünschte	 Wirkungen	 wie	 Hepatotoxizität,	 Nephrotoxizität,	
Auswirkungen	auf	den	Knochenstoffwechsel,	Allergien,	Hautveränderungen,	hämatologische	
Veränderungen,	 Laktatazidosen	 sowie	 neurologische	 und	 psychiatrische	 Veränderungen	
beobachtet.	 Die	 kontinuierliche	 Weiterentwicklung	 der	 Medikamente	 hat	 jedoch	 dazu	
geführt,	dass	zunehmend	nebenwirkungsfreie	bis	-arme	Substanzen	zur	Verfügung	stehen.	





einzelnen	 Medikamente,	 auch	 aus	 derselben	 Substanzklasse,	 variieren	 erheblich.	 Im	
Allgemeinen	 sind	 die	 Substanzklassen	 der	 NRTIs	 und	 NNRTIs	 jedoch	meist	 preisgünstiger,	
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während	 PIs	 und	 andere	moderne	Wirkstoffe	 bis	 zu	 doppelt	 so	 hohe	 Kosten	 verursachen	
können.	Das	 aktuell	 günstigste	 Therapieregime	 verfügt	 jedoch	mit	 der	 Substanz	 EVG	über	
einen	 INI	 [40].	 Aufgrund	 der	 Kostenstruktur	 unterliegen	 auch	 die	 in	 den	 Leitlinien	
empfohlenen	Kombinationen	starken	Preisschwankungen.	Die	direkten	Krankheitskosten	für	
Patienten,	 die	 eine	 HAART	 erhalten,	 werden	 in	 der	 Bundesrepublik	 Deutschland	 mit	
durchschnittlich	22.563€	pro	Patient	pro	Jahr	angegeben,	wobei	erweiterte	Therapieregime	
für	Patienten	mit	multiresistenten	Viren	mit	erheblich	höheren	Kosten	assoziiert	sind	[41].		
Die	 Verfügbarkeit	 von	 insbesondere	 teuren	 Substanzen	 ist	 in	 den	 durch	 die	 Epidemie	
besonders	betroffenen	Entwicklungsländern	stark	eingeschränkt.	NRTI-	und	NNRTI-	basierte	
Therapieregime	 stellen	 hier	 teilweise	 die	 einzige	 Therapieoption	 dar.	 Erweiterte	





Absenkung	der	Viruslast	 auf	 20-	 50	Kopien	pro	ml	 Plasma	 [31].	 Eine	HAART,	welche	ohne	
Pausen	eingenommen	wird,	kann	das	Virus	so	gut	kontrollieren,	dass	DRM	nicht	auftreten	
[46].	 	 Insbesondere	 Patientenincompliance,	 aber	 auch	 Wechselwirkungen	 mit	 anderen	
Medikamenten	und	Erkrankungen,	wie	etwa	gastrointestinale	Infekte,	führen	aufgrund	eines	
zu	 niedrigen	 Plasmaspiegels	 der	 Medikamente	 zur	 Resistenzentwicklung	 des	 Virus.	 Bei	
wiederholt	 nachweisbarer	 Viruslast	 lässt	 sich	 ab	 etwa	 100-	 300	 Kopien/	 ml	 Plasma	 ein	
gehäuftes	Auftreten	von	DRM	im	viralen	Genom	beobachten	[47].	Dies	ist	durch	den	hohen	











In	 dieser	 Doktorarbeit	 wurden	 CD8+	 T-	 Zellantworten	 auf	 3	 relativ	 häufige	 DRM	 näher	
untersucht,	wobei	in	Vorarbeiten	bereits	gezeigt	werden	konnte,	dass	auf	Bereiche	mit	DRM	
spezifische	CD8+	T-Zellantworten	bestehen.	Alle	 lagen	 im	Bereich	der	RT	und	 ihr	Auftreten	
vermindert	das	Therapieansprechen	von	Medikamenten	der	Substanzklassen	der	NRTIs	und	
NNRTIs	[50].	Die	ausgewählten	DRM	waren:	
v Die	 K103N-	Mutation	 ist	 eine	 Punktmutation	 im	 aktiven	 Zentrum	 der	 RT.	 	 Es	wird	 die	
Aminosäure	 (AS)	 Lysin	 gegen	 Asparagin	 ausgetauscht.	 Die	 Mutation	 verursacht	 eine	













kontrolliert	 werden.	 Es	 kann	 jedoch	 durch	 die	 Immunantwort	 des	 Körpers	 für	 eine	
interindividuell	 unterschiedliche	Zeit	 unter	Kontrolle	 gehalten	werden.	Prinzipiell	 lässt	 sich	
eine	humorale	und	eine	zelluläre	Immunität	unterscheiden.	Bereits	länger	bekannt	ist,	dass	
die	immunologische	Kontrolle	der	Infektion		vorrangig	durch	CD8+	T-	Zellen	gewährleistet	wird	





(Humanes	 Leukozyten	 Antigen)	 gebunden	 präsentiert	 wird.	 HLA-	 Moleküle	 der	 Klasse	 1	
werden	auf	der	Oberfläche	von	allen	kernhaltigen	Zellen	des	Körpers	exprimiert.	Die	HLA-	




zuordnen,	 wobei	 die	 einem	 Supertyp-	 zugehörigen	 Allele	 Gemeinsamkeiten	 bezüglich	 der	
Fähigkeit	zur	spezifischen	Peptidbindung	aufweisen	[54,	55].		










an	und	wird	ebenfalls	 als	Marker	 verwendet	 [58].	Verfügt	die	Zelle	über	eine	Vielzahl	 von	
Effektorfunktionen,	 wird	 dies	 als	 Polyfunktionalität	 bezeichnet	 und	 korreliert	 mit	 der	
Effektivität	der	Immunantwort	[59].		
Der	 Form	der	 zellulären	 Immunantwort	 kommt	eine	wichtige	Bedeutung	besonders	 in	der	
Frühphase	 der	 Infektion	 zu,	 entsprechende	 Antworten	 konnten	 jedoch	 auch	 in	
fortgeschrittenen	Phasen	der	Erkrankung	gezeigt	werden	[60]	.		
Durch	die	 interindividuelle	genetische	Heterogenität	der	HLA-	Allele	konnten	zwischen	den	
Patienten	 bezüglich	 des	 Krankheitsverlaufes	 Unterschiede	 beobachtet	werden.	 Inzwischen	
kann	man	den	Allelen	HLA-B*27	und	HLA-B*57	eine	gute	Prognose	mit	guter	Kontrolle	des	




scheinen	 aber	 vielschichtig	 zu	 sein.	 Unter	 anderem	 beruht	 dies	 auf	 dem	 Auftreten	
sogenannter	„Escape	Mutationen“	im	viralen	Genom.	Diese	führen	dazu,	dass	die	Zellen	ihr	
Epitop	nicht	mehr	erkennen,	und	sie	werden	durch	CD8+	Immunantworten	selektiert	[64,	65].		
















therapiepflichtig	 würden	 und	 sich	 das	 Virus	 dem	 Selektionsdruck	 ausgesetzt	 sähe,	 wären	
bereits	Immunantworten	gegen	die	entsprechenden	DRM	vorhanden	[70].	Hierdurch	entfiele	
der	 Selektionsvorteil	 und	 die	 resistente	 Virusvariante	 könnte	 sich	 nicht	 gegenüber	 dem	
Wildtyp	 durchsetzen,	 welcher	 weiter	 auf	 die	 gängige	 ART	 anspräche.	 Dadurch,	 dass	 die	
Resistenz	 nicht	 klinisch	 manifest	 würde,	 ließe	 sich	 die	 Anwendbarkeit	 der	 etablierten	




ART	 zur	Verfügung,	mit	der	bei	 rechtzeitigem	Therapiebeginn	das	Vollbild	AIDS	 verhindert	












Mutation	 ließ	 sich	 darüber	 hinaus	 zeigen,	 dass	 das	 Vorhandensein	 einer	 solchen	
Immunantwort	 bei	 Therapieversagen	 mit	 einer	 Reduktion	 der	 VL	 einhergeht	 und	 somit	




Häufig	 verwendete	 Substanzklassen	der	ART,	 insbesondere	der	 first-	 line-	 Therapieregime,	
sind	 Nukleosidische	 Reverse	 Transkriptase	 Inhibitoren	 (NRTIs)	 und	 Nicht-	 Nukleosidische	
Reserve	Transkriptase	 Inhibitoren	 (NNRTIs).	Ein	genaues	Verständnis	der	 immunologischen	
Vorgänge	 ist	 für	 die	 Entwicklung	 eines	 Impfstoffes	 unabdingbar.	 Als	 Fragestellung	 dieser	
Arbeit	sollte	als	Vorarbeit	für	einen	solchen	geklärt	werden,	inwiefern	CD8+	T-	Zellantworten	
gegen	 DRM	 bestehen.	 Aufgrund	 der	 Resistenzvermittlung	 gegen	 NRTIs	 und	 NNRTIs	 sowie	
ihrem	relativ	häufigen	Auftreten	konzentrierten	wir	uns	auf	die	Mutationen	K103N	(vermittelt	
eine	komplette	Resistenz	gegen	EFV	und	NVP),	T215Y/F	(vermittelt	eine	Resistenz	gegen	TDF,	
ABC,	 ddI,	 d4T	 und	 AZT)	 und	 M41L	 (vermittelt	 eine	 Resistenz	 gegen	 AZT).	 Es	 war	 dabei	
wünschenswert,	 eine	 möglichst	 große	 Zahl	 von	 Epitopen	 mit	 den	 resistenzrelevanten	
Mutationen	zu	definieren.	Hierbei	wurde	jeweils	das	exakte	Epitop	kartiert.	Um	den	Nutzen	
für	eine	möglichst	breite	Bevölkerungsschicht	zu	erhalten,	waren	insbesondere	jene	Epitope	







































































301033	 200	µg/ml	 5µl	 Maus	 RPA-T8	
IFNγ-	FITC	 BD,	
Heidelberg	
340449	 12,5	µg/ml	 20µl	 Maus	 25723.11	
IFNγ-	APC	 BD,	
Heidelberg	





557647	 6	µg/ml	 5µl	 Maus	 MAb11	
CD107a-	FITC	 BD,	
Heidelberg	
555800	 25	µg/ml	 15µl	 Maus	 H4A3	
IL-2	PE	 BD,	
Heidelberg	
340450	 1,6	µg/ml		 15µl	 Maus	 5344.111	
Tabelle	3:	Antikörper	für	die	Durchflusszytometrie	
In	Spalte	1	ist	der	Name	angegeben.	Dieser	setzte	sich	aus	der	Zielstruktur	des	Antikörpers	(z.B.	CD4)	sowie	dem	





verwendet	 wurde.	 Spalte	 6	 beschreibt	 den	 Ursprung	 des	 Antikörpers.	 Es	 wurden	 ausschließlich	 murine	
Antikörper	verwendet.	Weiter	ist	in	Spalte	7	der	jeweilige	Klon	angegeben.	
Antikörper	 Hersteller	 Bestellnummer	 Konzentration	
hIFNγ,	mAb1-D1K	 Mabtech,	Hamburg	 3420-3-1000	 1	mg/ml	
hIFNγ,	mAb7-B6-1-Biotin	 Mabtech,	Hamburg	 3420-6-1000	 1	mg/ml	
Tabelle	4:	Antikörper	für	Elispot	
In	Spalte	1	ist	der	Name	des		Antikörpers	angegeben.	Dieser	setzte	sich	aus	der	Zielstruktur	(jeweils	hIFNγ),	der	

































































der	Konsensussequenz	 abweichende	Mutation,	 ist	 dies	 im	Anschluss	 vermerkt	 (z.B.	 T215Y).	 Spalte	2	 gibt	die	
jeweilige	AS-	Sequenz	des	Peptids	an.	
2.2.2 Peptide	für	die	Truncationen	
Zur	 exakten	 Definition	 des	 optimalen	 Epitopes	 innerhalb	 eines	 langen	 Peptides	 wurden	
abgeschnittene	 (=	 truncated)	 Peptide	 in	 unterschiedlicher	 Länge	 verwendet	 [77].	 Diese	
wurden	im	Elispot-Assay	in	ihrem	Erkennen		durch	spezifische	CD8+	T-	Zellen	untereinander	
verglichen.	Um	vor	Beginn	der	in-	vitro	Versuche	einen	Anhaltspunkt	für	das	zu	erwartende	
optimale	 Epitop	 zu	 gewinnen	 und	 damit	 die	 Anzahl	 der	 zu	 synthetisierenden	 Peptide	 zu	











RT	207-219	       QHLLRWGFTTPDK 
RT	209-219	         LLRWGFTTPDK 
RT	204-217	    ELRQHLLRWGFTTP 
RT	206-217	      RQHLLRWGFTTP 
RT	201-214	 KIEELRQHLLRWGF 
RT	202-210	  IEELRQHLL 
RT	201-209	 KIEELRQHL 
RT	102-112	  KKKSVTVLDVG 
RT	103-112	   KKSVTVLDVG 
RT	104-112	    KSVTVLDVG 
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RT	102-111	  KKKSVTVLDV 
RT	102-110	  KKKSVTVLD 
RT	101-112	 KKKKSVTVLDVG 
RT	102-113	  KKKSVTVLDVGD 
RT	102-112	K103N	  KNKSVTVLDVG 
RT	102-112	  KKKSVTVLDVG 
RT	103-112	   KKSVTVLDVG 
RT	37-48	M41L	   ICTELEKEGKIS 
RT	38-47	M41L	    CTELEKEGKI 
RT	35-48	M41L	 VEICTELEKEGKIS 
RT	37-50	M41L	   ICTELEKEGKISKI 
RT	38-50	M41L	    CTELEKEGKISKI 
RT	40-50	M41L	      ELEKEGKISKI 
RT	42-50	        EKEGKISKI      










Klinikums	 der	 Universität	 München.	 Sie	 wurden	 von	 ärztlicher	 Seite	 über	 das	 Vorgehen,	










T4	 <50	 231	 1992	 	
T5	 192.425	 228	 2000	 K103N	
T7	 <50	 392	 2002	 K103R	
T10	 >500.000	 162	 1987	 K103N,	T215F	
T11	 7.804	 355	 2007	 K103N	
T13	 295	 147	 1988	 K103N	
T14	 1.015	 177	 1995	 	
T15	 <50	 86	 1993	 M41L,	K103N,	T215Y	
T17	 9.751	 142	 1988	 M41L,	T215F	
T19	 83	 615	 1996	 M41L,	T215Y	
T20	 6.176	 174	 1987	 M41L,	T215Y	
T22	 17.917	 283	 1990	 	
T25	 33.050	 163	 1999	 	
T27	 <50	 362	 1991	 	
T30	 <50	 345	 1996	 T215F	
T31	 <50	 734	 1987	 T215Y	
T36	 <50	 513	 1996	 	
T37	 <50	 576	 1985	 K103N,	T215N	
T38	 <50	 824	 1998	 	
T40	 <50	 170	 2008	 	
T47	 <50	 767	 1993	 	
T42	 <50	 331	 1994	 	
T49	 <50	 167	 1996	 	
T50	 301	 179	 2002	 K103N,	T215A	
T53	 <50	 868	 1996	 M41L,	K103N,	T215Y	
T54	 <50	 533	 1988	 K103N	
T55	 50	 516	 1994	 K103N	
T56	 <50	 533	 1999	 K103N	
T57	 <50	 381	 1995	 K103N	
T60	 <50	 294	 1985	 K103N,	T215Y	
T61	 228	 639	 1999	 M41L,	T215C	
T63	 <50	 919	 1995	 	
T64	 12.853	 345	 1999	 	
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T65	 <50	 628	 1997	 	
T67	 65	 349	 1988	 K103N	
T68	 50	 316	 1996	 K103N	
T69	 50	 253	 1990	 	
T70	 50	 464	 1995	 K103N	
T72	 50	 1.173	 1995	 	
T73	 420.321	 33	 1990	 M41L,	T215Y	
T74	 50	 618	 1984	 M41L,	T215Y	
T75	 19.341	 79	 2000	 K103N	
T76	 50	 419	 2005	 K103N	
T77	 50	 448	 1990	 K103N	T215I	
T78	 50	 573	 1988	 M41L,	T215F	
T79	 50	 490	 1996	 M41L,	T215Y	
P7	 109.254	 537	 1999	 	
P9	 92.000	 115	 2008	 	
P18	 50	 437	 2008	 	
Tabelle	8:	Patienten	
Es	 sind	 die	 Patienten,	 deren	 Blut	 für	 diese	 Doktorarbeit	 untersucht	 wurde	 aufgelistet.	 Spalte	 1	 gibt	 die	
















Datenbank,	 in	 der	 sämtliche	 bisher	 publizierte	 CD8+	 T-	 Zellepitope	 des	 HIV-	 Genoms	































Die	 spezifischen	 Eigenschaften	 des	 Ficolls	 führen	 dazu,	 dass	 sich,	 gemäß	 ihrer	 Dichte,	
verschiedene	 Zelltypen	 in	 unterschiedlichen	 Schichten	 ansammeln.	 So	 befanden	 sich	 die	
relativ	 dichten	 Erythrozyten	 und	 Granulozyten	 unter	 der	 Ficoll-	 Phase.	 Die	 wenig	 dichten	
Thrombozyten	 konzentrierten	 sich	 hingegen	 im	 Überschuss.	 Die	 zu	 isolierenden	 PBMC,	
bestehend	aus	vor	allem	Lympho-	und	Monozyten,	waren	in	der	Interphase	als	PBMC-	Ring	
zwischen	verdünntem	Blutplasma	und	Ficoll-	Schicht	zu	finden.	
Dieser	 PBMC-	 Ring	 wurde	 im	 Anschluss	 in	 ein	 weiteres	 Zentrifugengefäß	 übertragen.	 Da	
hierbei	 stets	 auch	ein	 Teil	 des	 thrombozytenhaltigen	Überschusses	mit	übertragen	wurde,	
folgten	3	Waschschritte,	wobei	die	Zellsuspension	in	den	ersten	beiden	Schritten	mit	Hanks	
Medium	 und	 im	 letzten	 mit	 R10	 versetzt	 und	 auf	 45	 ml	 gebracht	 wurde.	 Die	 jeweils	
anschließende	Zentrifugation	erfolgte	bei	1500	U/min,	Raumtemperatur	und	für	10	Minuten.	
Bei	jedem	Waschschritt	wurden	die	Thrombozyten	mit	dem	Überschuss	verworfen.	




Zur	 Bestimmung	 der	 Zellzahl	 wurde	 eine	 Dichtemessung	 mit	 Hilfe	 des	 automatisierten	
Zählsystems	 Schärfe	 System	 GmbH	 Casy®	 1	 TT	 durchgeführt.	 Hierzu	 wurden	 50µl	 der	
Zellsuspension	in	10ml	Casyâton	gegeben.	Es	handelte	sich	hierbei	um	eine	isotone	Lösung,	




wurde	 hierbei,	 entsprechend	 ihrer	 Größe,	 ein	 bestimmtes	 Volumen	 der	 isotonen	 Lösung	
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gekühlt.	 Im	 Anschluss	 folgte	 eine	 Zentrifugation	 (1500	 U/min	 ,4°	 C,	 	 10	 Minuten).	 Der	
Überstand	 wurde	 anschließend	 verworfen	 und	 das	 Zellsediment	 mit	 einer	 vorgekühlten	
Lösung,	bestehend	aus	9	Teilen	FCS	und	1	Teil	Dimethylsulfoxid	(DMSO)	versetzt	und	in	Kryo-	
Gefäßen	zu	je	1,8ml	eingefroren.	Diese	Gefäße	wurden	zunächst	über	Nacht	in	einem	„Mr.	










HIV-	 negativen	 Spendern	 benötigt.	 Durch	 bekannte	 und	 unbekannte	 Wachstumsfaktoren	
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sowie	 durch	 Zell-	 Zell-	 Kontakte	 sollten	 diese	 ein	 optimales	Milieu	 für	 das	Wachstum	 der	
Zelllinie	schaffen.	
Die	Futterzellen	wurden	zunächst	durch	PBMC-	Isolation	aus	dem	Blut	der	Spender	gewonnen.	
Anschließend	 wurde	 ihre	 Teilungsfähigkeit	 durch	 eine	 Bestrahlung	 (30Gy,	 30	 Minuten)	
zerstört.	 Nach	 etwa	 7	 Tagen	 waren	 die	 bestrahlten	 Futterzellen	 abgestorben	 und	 es	
verblieben	lediglich	die	proliferierenden	Zelllinien	in	Kultur.	
2.5.8 CD8+	T-	Zell-	Linien	
HIV-	 spezifischen	 CD8+	 T-	 Zell-	 Linien	 wurden	 mit	 Hilfe	 peptidbeladener,	
antigenpräsentierender	 Zellen	 (engl.	 antigen	 presenting	 cells,	 APC)	 angelegt.	 Je	 nach	
Verfügbarkeit	 wurden	 hierfür	 meist	 PBMC,	 aber	 auch,	 sofern	 vorhanden,	 entsprechende	
lymphoblastoide	B-	Zelllininen	(engl.	B-	lymphoid	cell	line,	BCL)	oder	autologe	CD8+	T-	Zellen	
verwendet.	Sofern	die	gewünschte	HLA-	Restriktion	nicht	bekannt	war,	musste	die	BCL	über	
dieselbe	 HLA-	 Zusammensetzung	 wie	 die	 zu	 stimulierenden	 Zellen	 verfügen.	 War	 diese	
bekannt,	 reichte	 das	 Vorhandensein	 dieses	 spezifischen	 HLA-	 Merkmals	 aus.	 50µl	 des	





















Folge	 in	 ein	 Volumen	 von	 1ml	 R20	 gebracht	 und	 mit	 Epstein-	 Barr-	 Virus	 (EBV)	 infiziert.	
Anschließend	 wurden	 sie	 mit	 0,4	 µg/ml	 Cyclosporin	 A	 (CSA)	 für	 4-	 6	 Wochen	 in	 einem	





Austausch	 von	 10ml	 Medium	 gefüttert	 [82].	 Tabelle	 10	 führt	 sämtliche	 für	 Versuche	
verwendete	BCL	auf.	
Name	 HLA-A*	 HLA-B*	 HLA-C*	
SS	 02	 29	 14	 58	 07	 08	
RLO	 03:01	 26:01	 38:01	 41:01	 12:03	 17:01	
OMW	 02:01	 02:01	 45:01	 45:01	 16:01	 16:01	
JBB	 01	 03	 07	 57	 06	 07	
MP	 02:01	 03:01	 07:02	 49:01	 07:01	 07:02	
ND=NB	 11	 29	 08	 44	 04	 04	
BN	 01:01	 11:01	 08:01	 55:01	 03:03	 07:01	
PR	LS	02	 23	 33	 07	 07	 07	 07	
GS	 02	 30	 44	 57	 05	 18	











stellen	 sich	 als	 kleine	blaue	Punkte	 in	 der	Vertiefung	 einer	 speziell	 beschichteten	96-	well	
Platte	dar.	





In	 jede	 Vertiefung	wurden	 in	 der	 Folge	 20.000-	 100.000	 PBMC	 oder	 Zellen	 aus	 CD8+	 CTL	
pipettiert	 und	 10µl	 Peptid	 in	 unterschiedlichen	 Konzentrationen	 hinzugegeben.	 Daneben	
wurden	noch	mindestens	 je	3	Negativ-	Kontrollen	ohne	Peptid	und	Positiv-	Kontrollen	mit	
Phytohaemagglutinin	(PHA)	durchgeführt.	
Es	 folgte	eine	14-	16stündige	 Inkubationszeit	 im	Brutschrank	(37°C,	5%	CO2).	 In	dieser	Zeit	
sollte	eine	Antigenerkennung	durch	die	CD8+	positiven	Zellen	und	dadurch	die	Produktion	von	






















im	 nächsten	 Schritt	 kürzere	 truncated	 Peptide	 zur	 	 Bestimmung	 des	 optimalen	 Epitops	
verwendet	(vgl.	2.6.3).	
2.6.3 Titrations-	Elispots	
Titrations-	 Elispots	 wurden	 zur	 Ermittlung	 des	 optimalen	 Epitops	 durchgeführt.	 Hierbei	
wurden	 die	 entsprechend	 kürzeren	 truncated	 Peptide	 (vgl.	 2.2.2)	 in	 einer	 logarithmischen	
Verdünnung	von	200	µg/ml	bis	2	ng/ml	in	die	wells	gegeben.	Weiter	wurden	zwischen	20.000	
und	 100.000	 PBMC	 oder	 Zellen	 aus	 CD8+	 T-	 Zell-	 Linien	 des	 betreffenden	 Probanden	
hinzugefügt.	 Es	 wurde	 verglichen,	 welche	 Peptide	 bei	 geringer	 Konzentration	 noch	 eine	
vergleichsweise	hohe	IFNg-	Produktion	bewirken	konnten.		
Dabei	wurden	 zunächst	 die	 kürzeren	 Truncationspeptide	mit	 den	 längeren	überlappenden	
Peptiden	verglichen.	Eine	IFNg-	Produktion	nach	Stimulation	mit	diesen	Peptiden	war	bereits	












anschließend	 für	 30	 Minuten	 in	 einem	 Volumen	 von	 100µl	 mit	 den	 entsprechenden	
Antikörpern	bei	4°C	inkubiert.	Zur	Entfernung	nicht	gebundener	Antikörper	wurden	die	Zellen	
in	der	Folge	zweimal	mit	2ml	PBS	gewaschen.	Im	Anschluss	wurden	die	Zellen	mit	100µl	der	
Fixierlösung	 FixPerm	 A	 bei	 Raumtemperatur	 inkubiert.	 Diese	 Lösung	 enthielt	




der	 Lösung	 FixPerm	 B	 versetzt.	 Diese	 Lösung	 erzeugte	 kleine	 Perforationen	 in	 der	
Zellmembran,	durch	welche	die	 intrazellulären	Antikörper	an	 ihr	Ziel	gelangen	konnten.	Es	
folgte	eine	15minütige	Inkubation	bei	Raumtemperatur.	Ohne	weiteren	Waschschritt	wurden	





















Zusätzlich	 hierzu	 konnte	 die	 betreffende	 Linie	 noch	 auf	 mehrere	 CD8+	 T-	 Zell	
Effektorfunktionen	 hin	 überprüft	werden	 [59].	Hierbei	wurden	 zusätzlich	 zu	 IFNg-	 APC	 die	
intrazellulären	 Antikörper	 TNFa-	 PE-	 Cy7	 und	 IL-2-	 PE	 sowie	 der	 extrazelluläre	 Antikörper	
CD107a-	 FITC	 verwendet.	 Da	 bei	 dieser	Methode	mehr	 als	 4	 Zelleigenschaften	 untersucht	
wurden,	wurde	das	FACSCanto	benötigt.	
2.7.3 Bestimmung	der	HLA-	Restriktion	
Anhand	 von	 HLA-	 Molekülen	 der	 Klasse	 1	 werden	 passende	 Peptidfragmente,	 wie	
beispielsweise	 intrazellulär	 produzierte	 Virusbestandteile,	 CD8+	 Effektorzellen	 präsentiert.	
Für	das	genaue	Verständnis	der	immunologischen	Reaktion	zwischen	T-Zellrezeptor	und	dem	
HLA/	Epitop-	Komplex	ist	es	unabdingbar,	für	jedes	Epitop	das	entsprechende	präsentierende	
HLA-Molekül	 zu	 definieren.	 Um	 zu	 ermitteln	 über	 welchen	 HLA-	 Typ	 das	 jeweilige	
Peptidfragment	des	HIV-	Genoms	präsentiert	wird,	wurden	mittels	Durchflusszytometrie	HLA-	
Restriktionsassays	durchgeführt	[84].	
Hierbei	 wurden,	 entsprechend	 den	 HLA-	 Allelen	 des	 Patienten,	 BCL	 mit	 identischen	
Merkmalen	eingesetzt.	Die	Kombination	der	gewählten	BCL	umfasste	sämtliche	6	HLA-	Allele	
des	Patienten.	Dabei	musste	es	sich	eindeutig	darstellen	lassen,	über	welches	HLA-	Allel	die	
Antigenpräsentation	 erfolgte.	 Im	 Optimalfall	 wurden	 lediglich	 6	 unterschiedliche	 BCL	
verwendet,	wobei	jede	ein	einziges,	mit	dem	Patienten	identisches	HLA-	Allel	aufwies.	War	




















in	 R10	 gewaschen	 (1500	 U/min,	 10min,	 Raumtemperatur).	 Es	 folgte	 die	 Zugabe	 einer	
geeigneten	 Menge	 von	 RBC-	 Lysis-	 Solution.	 Diese	 lysierte	 die	 Erythrozyten,	 ließ	 die	
Leukozyten	 jedoch	 intakt.	Nach	5	Minuten	erfolgte	ein	Zentrifugationsschritt	 (2000	U/min,	
2min,	 Raumtemperatur)	mit	 anschließender	 Abnahme	des	Überstandes.	Übrig	 blieben	 die	









250µl	 DNA-	 hydratation	 solution	 hinzugefügt,	 um	 die	 DNA	 in	 Lösung	 zu	 bringen.	 Die	
anschließende	 Bestimmung	 der	 HLA-	 Typen	 erfolgte	 mittels	 PCR	 Amplifikation	 und	 DNA-	








Anzahl	 in	 der	 Literatur	 beschrieben	 [60,	 86].	 Anhand	 der	 überlappenden	 Peptide	 wurden	
PBMC	von	49	HIV-	positiven	Patienten	 im	 IFNg-	Elispot	auf	das	Vorhandensein	spezifischer	















T04	 	 RT	102-118	 75	
	 	 RT	102-118	K103N	 110	
T05	 K103N	 RT	102-118	 80	
	 	 RT	102-118	K103N	 140	
T07	 K103R	 RT	87-104	K103N	 60	
	 	 RT	95-111	K103N	 60	
	 	 RT	102-118	 2190	
	 	 RT	102-118	K103N	 270	
T15	 M41L,	K103N,	T215Y	 RT	87-104	K103N	 50	
T19	 M41L,	T215Y	 RT	95-111	K103N	 70	
	 	 RT	102-118	K103N	 50	
T25	 	 RT	102-118	 140	
	 	 RT	102-118	K103N	 190	
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T31	 T215Y	 RT	102-118	 580	
	 	 RT	102-118	K103N	 390	
T36	 	 RT	102-118	K103N	 53	
T49	 	 RT	87-104	 60	
	 	 RT	95-111	 55	
	 	 RT	201	-219	 210	
	 	 RT	201-219	T215Y	 250	
	 	 RT	201-219	T215F	 290	
T50	 K103N,	T215A	 RT	201-219	 180	
	 	 RT	201-219	T215Y	 220	
	 	 RT	201-219	T215F	 240	
	 	 RT	87-104	K103N	 60	
T57	 K103N	 RT	102-118	K103N	 50	
T61	 M41L,	T215C	 RT	34-50	 140	
	 	 RT	34-50	M41L	 200	
T63	 	 RT	102-118	 495	
	 	 RT	102-118	K103N	 390	
T65	 	 RT	201-219	 2980	
T67	 K103N	 RT	201-219	 60	
	 	 RT	201-219	T215Y	 50	
	 	 RT	201-219	T215F	 50	
T72	 	 RT	87-104	K103N	 80	
	 	 RT	95-111	K103N	 110	
	 	 RT	102-118	K103N	 130	
T73	 M41L,	T215Y	 RT	34-50	 75	
	 	 RT	34-50	M41L	 88	
T74	 M41L,	T215Y	 RT	95-111	K103N	 60	
T76	 K103N	 RT	28-43	M41L	 80	
	 	 RT	34-50	M41L		 60	
T77	 K103N,	T215I	 RT	87-104	K103N	 90	
	 	 RT	95-111	 90	
	 	 RT	95-111	K103N	 50	
	 	 RT	102-118	 110	
P9	 	 RT	95-111	K103N	 50	
	 	 RT	102-118	K103N	 60	
P18	 	 RT	201-219	 3210	
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	 	 RT	201-219	T215Y	 2970	
	 	 RT	201-219	T215F	 2890	
	 	 RT	210-227	T215Y	 150	
	 	 RT	210-227	T215F	 120	
Tabelle	11:	CD8+	T-	Zellantworten	auf	überlappende	Peptide	des	Pol-	Gens	
Es	 sind	 alle	 positiven	 Ergebnisse	 des	 Screenings	 auf	 Pol-	 spezifische	 CD8+	 T-	 Zellantworten	 der	 Patienten	
angegeben.	Spalte	1	 führt	die	 jeweilige	Patienten-	 ID	auf.	Hatte	das	Virus	des	Patienten	eine	 in	dieser	Arbeit	
behandelte	und	im	peripheren	Blut	nachweisbare	Mutation	akquiriert,	ist	dies	in	Spalte	2	vermerkt.	In	Spalte	3	
ist	das	jeweilige	überlappende	15-20mer	Peptid	angeben,	welches	zum	Screening	verwendet	wurde	(vgl.	2.2.1).	
Die	 Stärke	 der	 CD8+	 T-	 Zellantwort	 auf	 dieses	 Peptid	 ist	 in	 Spalte	 4	 in	 SFC/	 Mio	 angegeben.	 Die	 für	 die	
Identifikation	des	optimalen	Epitops	ausgewählten	Patienten	sind	fett	markiert.	
Aus	 diesem	 Patientenkollektiv	 wurden	 für	 die	 Identifikation	 des	 optimalen	 Epitops	 und	
Bestimmung	der	entsprechenden	HLA-	Restriktion	7	Patienten	ausgewählt.	Dies	waren	zum	
einen	T05,	T25,	T31,	T63	und	T77,	mit	CD8+	T-	Zellantworten	gegen	Abschnitte	des	Pol-	Gens,	
welche	 die	 K103N-	Mutation	 enthielten.	 Hinzu	 kamen	 P18	 und	 T61,	 bei	welchen	 CD8+	 T-	





Diese	wurde	 benötigt,	 um	 die	 HLA-	 Restriktion	 der	 zu	 ermittelnden	 optimalen	 Epitope	 zu	
bestimmen.	Tabelle	12	gibt	die	einzelnen	HLA-	Allele	der	betreffenden	Patienten	wieder.	
Pat.	-	ID	 HLA-A*	 HLA-B*	 HLA-C*	
T05	 01:01	 03:01	 08:01	 35:01	 04:01	 07:01	
T25	 30:02	 33:03	 15:03	 35:01	 02:10	 04:01	
T31	 03:01	 32:01	 35:01	 35:08	 04:01	 15:02	
T61	 01:01	 30:04	 08:01	 49:01	 07:01	 07:01	
T63	 01:01	 03:01	 35:01	 39:01	 04:01	 07:02	
T77	 02:01	 24:02	 15:01	 44:02	 03:03	 05:01	














































P18	 RT	209-217	 LLRWGFTTP B*45	 15	
T61	 RT	39-47	M41L	 TELEKEGKI B*49:01	 25	
T77	 RT	107-115	 TVLDVGDAY B*15:01	 20	




Reversen	 Transkriptase	 handelte.	 Die	 folgenden	 Nummern	 (z.B.	 209-217)	 beschreiben	 die	 beinhalteten	
























das	 Ergebnis	 der	 Negativ-	 Kontrolle	 ohne	 Peptid	 handelt.	 Darunter	 sind	 die	 einzelnen	 Effektorfunktionen	











































Zur	 Ermittlung	 des	 optimalen	 Epitops	 für	 P18	 wurden	 Titrations-	 Elispots	 durchgeführt.	
Hierbei	wurden		die	verschiedenen	truncated	Peptide	mit	dem	überlappenden	Peptid	RT	201-
219	verglichen.	Dieses	Peptid	rief	die	stärkste	CD8+	T-	Zellantwort	im	Screening	hervor.	Wie	




dieses	 Epitop	 am	ehesten	HLA-A*80:01restringiert.	 Die	 experimentelle	 Bestätigung	 hierfür	







































Vorkommens	 dieses	 Allels	 in	 der	 kaukasischen	 Bevölkerung	 nicht	 vorhanden	 war.	 Im	
Folgenden	sind	die	Ergebnisse	der	Titrations-	Elispots	sowie	der	HLA-	Restriktion	aufgeführt.	

















































Auf	der	 x-	Achse	 sind	die	 relevanten	HLA-	Merkmale	der	 verwendeten	BCL	aufgeführt.	Auf	der	 y-	Achse	der	
prozentuale	 Anteil	 der	 IFNg-	 produzierenden	 CD8+	 T-	 Zellen.	 Der	 hellgraue	 Balken	 stellt	 das	 Ergebnis	 nach	







RT	 42-50	mit	 der	 Sequenz	 EKEGKISKI	 (EI9)	 ermittelt	werden.	Das	 Peptid	 RT	 41-50	mit	 der	













































































Auf	der	 x-	Achse	 sind	die	 relevanten	HLA-	Merkmale	der	 verwendeten	BCL	aufgeführt.	Auf	der	 y-	Achse	der	
prozentuale	 Anteil	 der	 IFNg-	 produzierenden	 CD8+	 T-	 Zellen.	 Der	 hellgraue	 Balken	 stellt	 das	 Ergebnis	 nach	





















































lange	Screening-	Peptid	KV17	dargestellt.	Abb.	2b	 zeigt	 in	Gelb	das	optimale	Epitop	KG11	und	 zusätzlich	die	
weiteren	getesteten	Peptide.	CD8+	T-	Zellantworten	ließen	sich	nur	für	KG11	nachweisen.	Wie	ersichtlich,	führt	

















































Durch	 die	 Einführung	 der	 HAART	 konnte	 die	Mortalität	 durch	 das	 HI-	 Virus	 entscheidend	
gesenkt	 werden.	 Ein	 Ansatz,	 die	 primären	 Therapiestrategien	 trotz	 Auftreten	 von	 DRM	
beibehalten	zu	können,	ist	die	antiretrovirale	Therapie	durch	eine	therapeutische	Impfung	zu	
ergänzen.	Dabei	würde	der	Wildtyp	des	Virus	durch	die	gängige	ART	kontrolliert,	während	
durch	 die	 Impfung	 induzierte,	 spezifische	 CD8+	 T-	 Zellen	 die	 Replikation	 der	 mutierten	
Variante	 inhibieren.	 Als	 Grundlage	 dazu	 mussten	 Epitope	 entsprechender	 CD8+	 T-	 Zellen	
kartiert	werden.	Dabei	konzentrierten	wir	uns	auf	die	DRM	K103N	(vermittelt	eine	komplette	
Resistenz	gegen	Efavirenz	und	Nevirapin),	T215Y/F	(vermittelt	eine	Resistenz	gegen	Tenofovir,	
Abacavir,	 Didansoin,	 Stavudin	 und	 Zidovudin)	 und	M41L	 (vermittelt	 eine	 Resistenz	 gegen	
Zidovudin).	 Wir	 konnten	 die	 CD8+	 T-	 Zellepitope	 IEELRQHLL	 (IL9),	 EKEGKISKI	 (EI9)	 und	
KKKSVTVLDVG	(KG11)	ermitteln.	
Die	Mutationen	 lagen	 alle	 im	 Bereich	 der	 RT	 und	wurden	 aufgrund	 ihres	 relativ	 häufigen	
Auftretens	sowie	wegen	ihrer	Resistenzvermittlung	gegen	bedeutende	Wirkstoffe	der	Klassen	
der	NRTI	und	NNRTI	ausgewählt.	Zudem	ist	bekannt,	dass	sich	die	dominante	Immunantwort	
CD8+	 T-	 Zellen	 bei	 Patientin	mit	 antiretroviraler	 Therapie	 von	 Gag	 zu	 Pol	 verschiebt	 [88],	
weshalb	 bei	 unserem	 Patientenkollektiv	 von	 Immunantworten	 in	 relativ	 hoher	 Frequenz	
auszugehen	war.	
Aus	 einem	 Kollektiv	 49	 HIV-	 positiver	 Patienten	 konnten	 wir	 bei	 22	 Patienten	 CD8+	 T-	
Zellantworten	auf	Regionen	mit	den	ausgewählten	DRM	nachweisen.	CD8+	T-	Zellantworten	
gegen	das	HI-	Virus,	die	sich	sowohl	gegen	den	Wildtyp	als	auch	gegen	Abschnitte	mit	DRM	
richten	 [89],	 sind	 als	 weit	 verbreitet	 und	 auch	 in	 fortgeschrittenen	 Krankheitsphasen	
beschrieben	[60,	75,	86].	Da	wir	Antworten	sowohl	gegen	Wildtyp	als	auch	DRM	nachweisen	
konnten,	 steht	 dies	 im	 Einklang	 mit	 unseren	 Ergebnissen.	 Anhand	 der	 M184V-	 Mutation	
wurde	beschrieben,	dass	das	Vorhandensein	spezifischer	gegen	DRM	gerichteter	Antworten	
mit	einem	verbesserten	klinischen	Outcome	in	Form	einer	niedrigeren	Viruslast	assoziiert	ist	







Weiter	 wurde	 die	 HLA-	 Restriktion	 der	 Epitope	 ermittelt,	 wobei	 sich	 die	 experimentelle	
Bestimmung	 lediglich	für	EI9	durchführen	 ließ.	Dieses	Epitop	war	HLA-B*49:01	restringiert.	
Vorherige	 Publikationen	 beschrieben	 eine	 Restriktion	 durch	 HLA-B*51:01,	 womit	 die	






ausreichender	 Spezifität	 angelegt	werden	 konnte.	 Ein	möglicher	Grund	 für	 das	Misslingen	
einer	CD8+	T-	Zell-	Linie	könnte	dadurch	gegeben	sein,	dass	der	Patient	unter	Therapie	eine	
nicht	nachweisbare	Viruslast	aufwies	und	deswegen	nur	eine	geringe	Zahl	spezifischer	Zellen	
im	 peripheren	 Blut	 aufwies.	 Es	 ist	 beschrieben,	 dass	 entsprechende	 Zellen	 in	 geringerer	
Quantität	auftreten,	sobald	das	Antigen	entfernt	wurde	[60].	Zudem	ist	beschrieben,	dass	im	
Verlauf	 der	 Infektion	 eine	 Exhaustion	 der	 CD8+	 T-	 Zellen	 stattfindet	 [94].	 Es	 besteht	 die	





den	 HLA-	 Allelen	 HLA-B*40:01	 und	 HLA-B*60/61.	 Da	 der	 Patient	 P18	 beide	 Allele	 nicht	
aufwies,	 war	 von	 einer	 Restriktion	 durch	 mindestens	 ein	 weiteres	 Allel	 auszugehen.	 Im	
Restriktions-	 Assay	 konnten	 alle	 HLA-	 Allele	 des	 Patienten	 P18	 bis	 auf	 HLA-A*80:01	
ausgeschlossen	werden,	wodurch	IL9	durch	dieses	Allel	restringiert	zu	sein	schien.	Hierzu	ist	
jedoch	 noch	 eine	 Bestätigung	 mit	 einer	 BCL	 nötig,	 welche	 dieses	 in	 der	 kaukasischen	









Epitops,	womit	beide	Epitope	von	geringer	Relevanz	 zu	 sein	 scheinen.	Wenn	auch	 frühere	
Publikationen	IL9	bescheinigen,	an	einer	Kontrolle	des	Wildtyps	beteiligt	zu	sein	[95],	während	
für	EI9	lediglich	ein	geringer	Effekt	beschrieben	ist	[96].	Jedoch	wurde	im	Titrationselispot	die	
Sequenz	 LEKEGKISKI	 (LI10)	 mit	 ähnlicher	 hoher	 Stärke	 wie	 EI9	 erkannt.	 Gemäß	 unseren	
Vorgaben	wurde	EI9	als	optimales	Epitop	gewertet,	da	jedoch	das	um	eine	AS	längere	LI10	die	






KG11	 folglich	 für	 die	 Fragestellung	 dieser	 Arbeit	 ebenfalls	 von	 geringer	 Relevanz	 zu	 sein	
scheint.	 Es	 ist	 vielfach	 beschrieben,	 dass	 potente	 CD8+	 T-	 Zellantworten	 zu	 Escape-	
Mutationen	in	Genom	des	HI-	Virus	führen	[64,	97]	und	ihr	Auftreten	als	ein	Anzeichen	für	








exprimiert	 wurde.	 Aufgrund	 dieser	 Vielfalt	 von	 Effektorfunktionen	 waren	 die	 Zellen	 als	
polyfunktional	 zu	 bezeichnen.	 Auch	 ist	 bekannt,	 dass	 die	 Immunantworten	 im	 Laufe	 der	
Infektion	verschiedene	Effektorfunktionen	einbüßen	und	somit	ineffektiver	werden	[66].	Dies	
schien	hier	noch	nicht	der	Fall	zu	sein.	Zudem	ist	beschrieben,	dass	CD8+	T-	Zellen	zuerst	die	
Fähigkeit	 verlieren	 IL-2	 zu	 produzieren	 [99,	 100].	 Da	 diese	 Effektorfunktion	 als	 einzige	
untersuchte	 Eigenschaft	 nicht	 nachgewiesen	werden	 konnte,	 steht	 das	 Ergebnis	 damit	 im	
Einklang.	 Jedoch	 ist	anzumerken,	dass	CD8+	T-	Zell-	Linien	über	 längere	Zeiträume	mit	 IL-2	
inkubiert	 wurden.	 Es	 besteht	 die	 Möglichkeit,	 dass	 die	 Zellen	 dadurch	 wieder	
Effektorfunktionen	erworben	haben,	über	die	sie	in	vivo	nicht	verfügten	[101,	102]	.	






SYFPEITHI	 zur	 Vorhersage	 der	 Epitope	 verwendeten,	 konnte	 anhand	 der	 experimentell	












der	 antiretroviralen	 Therapie	 (ART)	 eines	 der	 Hauptprobleme	 dar.	 Diese	 bedingen	 ein	
vermindertes	Ansprechen	der	„first-	line-	Schemata“,	welche	häufig	auf	den	Substanzklassen	
der	Nukleosidischen	Reverse-	Transkriptase	Inhibitoren	(NRTI)	und	der	Nicht-	Nukleosidischen	
Reverse-	 Transkriptase	 Inhibitoren	 (NNRTI)	basieren.	Grundsätzliche	 Idee	der	 vorliegenden	
Arbeit	war	es,	eine	verlängerte	Wirksamkeit	der	first-	 line-	Medikamente	zu	gewährleisten,	
indem	 spezifische,	 gegen	DRM	gerichtete	 CD8+	 T-	 Zellantworten,	mittels	 „therapeutischer	
Impfung“	 induziert	werden.	 Als	 Vorarbeiten	 hierfür	 konnten	 in	 dieser	 Arbeit	 drei	 CD8+	 T-	
Zellepitope	 in	 der	 Reversen	 Transkriptase	 (RT)	 definiert	 werden,	 speziell	 im	 Bereich	 der	
Mutationen	 K103N	 (vermittelt	 eine	 komplette	 Resistenz	 gegen	 Efavirenz	 und	 Nevirapin),	
T215Y/F	 (vermittelt	 eine	 Resistenz	 gegen	 Tenofovir,	 Abacavir,	 Didansoin,	 Stavudin	 und	
Zidovudin)	 und	M41L	 (vermittelt	 eine	 Resistenz	 gegen	 Zidovudin).	 	 Dies	waren	 IEELRQHLL	
(IL9),		EKEGKISKI	(EI9)	und	KKKSVTVLDVG	(KG11).	Bei	den	Epitopen	IL9	und	EI9	lag	die	DRM	
leider	gerade	außerhalb	des	als	optimal	definierten	Epitops.	Für	das	Epitop	KG11	ergab	sich,	
dass	 die	 K103N	 nicht	 nur	 DRM,	 sondern	 auch	 Fluchtmutation	 für	 die	 CD8+	 T-Zellantwort	
darstellte.	Mit	dieser	Mutation	entgeht	das	Virus	also	sowohl	dem	Medikament	als	auch	der	
























Abb.	1	 	 	 Gene	des	HI-	Virus	
Abb.	2	 	 	 HI-	Virion	
Abb.	3	 	 	 CD4+	Zellzahl	und	Viruslast	im	Verlauf	der	Infektion	
Abb.	4	 	 	 Peptide	der	Überprüfungs-	Elispots	für	T05,	T25,	T31	und	T63	
Abb.	5	 		 	 Spezifische	CD8+	T-	Zell-	Linie	für	P18	
Abb.	6	 		 	 Spezifische	CD8+	T-	Zell-	Linien	für	T61	
Abb.	7			 	 Titrationselispot	für	RT	201	–	219	
Abb.	8	 		 	 HLA-	Restriktionsassay	für	das	Epitop	IEELRQHLL	(IL9)	
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